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Nuove fonti di
antibiotici:
Le Piante




Un po di storia

" 2 3 4

Preistoria o _ Egizi
In alcuni insediamenti An.tlchl t?Stl Reperti
preistorici si sono rinvenuti i indiani archeologici
semi di Sambucus nigra e di  la Farmacologia nacque in o documentano,
Sambucus ebulus, che India, nelle rigogliose . I'uso della scilla,
i ilizzati dall’ i 2000 a.c.Cina della camomilla
venivano utilizzati dall’'uomo foreste delle rive del )
primitivo come Gange, come parte L'imperatore cinese Shen del rosmarino e
medicamenti integrante della medicina  Nung esamind molte erbe, ~ €OMe antidoto per
AYURVEDICA. radici, ricavate da paludi e veleni.

boschi, che ancora oggi
fanno parte della medicina
tradizionale cinese




E’ Pianta Medicinale ogni
organismo vegetale che
contiene in uno o piu dei suoi
organi, sostanze che possono
essere utilizzate a fini
terapeutici o preventivi o che
sono i precursori di
emisintesi
chemiofarmaceutiche (OMS -
Organizzazione Mondiale
della Sanita)




Le molecole naturali giocano un ruolo
Importante nel processo di drug discovery
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»"B": biologico; un grande peptide o proteina
»"N": prodotto naturale
»"NB": Botanicals

»"ND" e "NM": derivato da un prodotto naturale e di solito € una modifica
semisintetica

»"S": Droga totalmente sintetica, "S *": Sintetica, ma il farmacoforo &/era di un
prodotto naturale

»"V": vaccino



dei 162 agenti approvati sono farmaci
. . biologici (4) o vaccini (32),
AntlbaCtel‘]al drugS by source. prevalentemente come agenti

profilattici.
'4 11

dei restanti 126 agenti, 78, ovvero poco
piu del 48% del totale, rientrano nelle
categorie N o ND;

36 (22,2%) totalmente sintetico

32
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Appartengono a un’ampia classe di prodotti chimici che svolgono importanti
funzioni nelle piante: combattere stress ambientali, attirare insetti che

impollinano
Difesa biotica
Difesa da Stress abiotici Batteri, virus,
UV, Temperatura, s s
ROS miceti,
protozoi
O
[
° Ruoli fisiologici dei flavonoidi °

Regolazione della crescita
mediante inibizione del
trasporto di auxine

Attrazione di impollinatori
chemoattrattori di
simbionti




HO

OH

OH

L’anello A e formato da 3 unita di acetato
I.’anello B con il ponte a 3 atomi di carbonio
(Y-pirone) e costituito da una unita di
fenilpropano (via dell’acido schichimico)

Anello A: tre -OH in posizione meta, Iin
alcuni derivati alchilati con prenilici, metili
o glicosidati

Anello B: funzione —OH in para, 0 in
para e meta rispetto a catena C;. Meno
frequenti derivati con tre gruppi —OH o
privi di —OH.
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Antitumorale

Antinflammatoria

Geroprotettiva

{

Staphylococcus  KlebsiellaStrep

_ _ aureus  pneumoniae M0
Cardioprotettiva -
Flavonoidi Antimicrobica

Salmonella Shigella Streptococcus

neuroprotettiva . -CL
Antiossidante dysenteriae epidermidis

Antidiabetica



Attivita antimicrobiche

Proteine di membrana coinvolte
in trasporto, omeostasi d lif

|

. . 4 ATP-synthetase inhibition
\

Interazione i, coinvolti nel
biofilm o tossi S o di DNA e

I

X

Toxins inactivation

Anti-biofilm activity



La Natura come fonte di farmaci

I 90% dei prodotti per la salute e a
base di piante

I 50% dei farmaci di uso clinico e
costituito prodotti di origine vegetale

Il 25% di questi farmaci e basato su
molecole derivanti da piante
superiori

Linee guida dell OMS: oltre il 70%
della popolazione mondiale fa
ricorso alla medicina tradizionale per
soddisfare i bisogni di salute primaria
(Farnsworth, 1989)




Piante

antibatteriche




Allium sativum (Aglio)

»L'aglio € una pianta bulbosa della famiglia
Amaryllidaceae

» 1l bulbo dell’aglio ha proprieta
antibatteriche grazie alla presenza di
allicina, un amminoacido contenente zolfo.
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Allicina

Pacchetto antib

»E’ fortemente antibatterica
tra gli altri organismi su Stag
aureus, Salmonella typhim
Clostridium botulinum, &
albicans.



Arctium lappa (Bardana)

»E’ una pianta erbacea angiosperma
dicotiledone, eretta e biennale,
appartenente alla famiglia delle
Asteraceae. Utilizzata nel trattamento
delle infezioni endodontiche,acne.

e
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) MACERATO 7
Bardana ﬁ'%
Aretim happs 1. A
Antimicrobial Activity of Arctium lappa . . Kty ol 4
Constituents Against Microorganisms Commonly Grazie al suo potere batteriost Lilowe

Found in Endodontic Infections

su diversi batteri, ma in partic
modo sullo Staffilococcus ¢

Juliana Vianna PEREIRA'
Débora Cristina Baldoqui BERGAMO'
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1 Univ ersity of Ribeirdo Preto (UNAERP), Ribeirdo Preto, SP. Brazil
2Federal University of Amazonas (UFAM), Manaus, AM, Brazil




Tropaeolum majus (Nastruzio)

»E’ una pianta della famiglia Tropaeolaceae, Le
foglie e i fiori del nastrurzio hanno proprieta
antibiotiche dovute al loro contenuto di isocianatc
di benzile. Il nasturzio si € dimostrato efficace
contro diversi batteri comuni. E usato sia
esternamente che internamente, per la cura dei
disturbi respiratori e delle vie urinarie..

\
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TROPAEOLUM MAJUS *
ORIGANUM VULGARE

THE EFFECT OF TROPAEOLUM MAJUS L. ON BACTERIAL INFECTIONS AND IN VITRO ORIGANUM MAJORANA

EFFICACY ON APOPTOSIS AND DNA LESIONS IN HYPEROSMOTIC STRESS
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Origanum vulgare (Origano)

» E’ una pianta perenne appartenente alla
famiglia delle Lamiaceae ed ampiamente
utilizzata come spezia della famiglia L'origano
puo essere utilizzato sia in estratti acquosi e
alcolici, sia sotto forma di olio essenziale.
Utilizzata contro batteri, funghi e virus

L — —d aromav‘i’tg_,{ N
A antibiotics ﬁ,\n\pﬂ - [orecavidegly

WILD

Article

Antibacterial Activity of Oregano (Origanum vulgare L.)
Essential Oil Vapors against Microbial Contaminants of
Food-Contact Surfaces

Loris Pinto 7, Salvatore Cervellieri ©, Thomas Netti 7, Vincenzo Lippolis  and Federico Baruzzi *

Institute fScnmce of Food Production, National Researcthyun il of flnlyV a G. Amendola 122/0,
70126 Bari, Italy; loris pinto@ispa.cnrit (L.P); salvat i@ispa.cnrit (S.C);

fh ettio7 ""“’"(TN) PP ispa.carit (V.L.)

C pond federico. i@ispa.cnr.it; Tel.: +39-080-592-9319




Il potere
battericida degli

Oli essenziali
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Oli essenziali:
COMPOSIZIONE

1) GRUPPO dei TERPENOIDI:
monoterpeni e sesquiterpeni

2) Gruppo dei composti
AROMATICI derivati del
fenilpropano (C6-C3)

SONO POCO FREQUENTI; di una
certa importanza alcune ALDEIDI:

anetolo, apiolo, eugenolo..

3) Altri composti, generati dalla

DEGRADAZIONE di composti hon
volatile

da acidi grassi: perossidazione,
idrossilazione...




Terpeni

mentolo

linaolo CH.
CH;

AN
QOH

\ CH;, CH,
e scheletro idrocarburico, ciclico: e funzione ossigenata: determina,

facilita 'assorbimento delle a seconda del principio attivo,
molecole da parte dei tessuti, per effetti biologici sul funzionamento

interazione dello strato fosfolipidico sia delle membrane che dei
interno della membrana cellulare processi cellulari
Alte dosi: Effetto irritante per Basse dosi: Effetti metabolici

destabilizzazione delle membrane specifici




» Attivita antibatterica

» L'attivita antimicrobica degli oli essenzi
dovuta alla interazione del loro gruppo
funzionale (essenzialmente il fenolo) con |
membrana, interazione che causa
deterioramento della membrana

'idrofobicita consente all’'o.e. di ripartirsi tra i
lipidi della membrana cellulare batterica,
alterando le strutture cellulari e rendendol
cosi piu permeabili.

Le perdite eccessive di ioni e molecole dall
cellula microbica cond o inevi m
alla morte.



Studio delle molecole naturali
bioattive
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Foeniculum vulgare Miller
(Aplaceae)

L & L (")‘

| ~£sB€

Ordine: Plantae

Divisione: Tracheophyta
Classe: Magnolipsida
Ordine: Apiales
Famiglia: Apiaceae
Genere: Foeniculum

Specie: vulgare




Foeniculum vulgare Miller
(Apiaceae)

Uso del F. vulgare in medicina tradizionale:

Carminativo

Diuretico

Protettore cardiovascolare

Protettore neuronale
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] Total

97,5

Monoterpene
hydrocarbons

F

29,7

Oxygenated

monoterpenes

66,6

[ _
| Sesquiterpene

hydrocarbons

1,0

Oxygenated
sesquiterpenes

0,2

Caratterizzazione fitochimica: GC-MS

R



Scarto Antibiotici

Commercializzata

Microorganisms Inhibition Diameter (mm)
EO waste EO edible part Ampicilline 20ug
Escherichia coli 6 6 15
Staphylococcus 14 13 25
aureus
Salmonella enterica 13 12 -
Shigella dysenteriae 12 12 11
Enterococcus faecalis 13 12 20
Acmetobacjc.er 12 11 16
baumannii
Lysteria 12 11 13
monocitogenes




Salvia officinalis L. (Lamiaceae), «pianta
della salvezza»

»Salvia deriva dalla parola latina
“curare”; officinalis sottintende “

»Ampia gamma di attivita farmacolo

»Effetti antitumorali
» Antinfiammatori
»Anti-nocicettivi

» Antimicrobici
»Antimutageni
»Antidemenza
»poglicemici




Nelle radici e nelle foglie e stata
identificata un'ampia gamma di
costituenti: alcaloidi, carboidrati,
acidi grassi, derivati glicosidici
composti fenolici, steroidi,
terpeni/terpenoidi e cere




Il manool (diterpene labdanico) € uno
dei componenti piu abbondanti degli
estratti di Salvia. Costituente delle
foglie e delle radici. Studi pregressi
hanno evidenziato un’attivita su
diversi batteri, tra cui Streptococcus
mutans



Batterio gram-positivo, a forma di cocco,
anaerobio facoltativo.

Colonizzatore della placca de

Principale agente eziologico della carie den

.

Associato anche ad infezioni extra orali come endgca@t
batterica, microemorragie cerebrali, nefropatia da IgA
~ ateroscler

@@@3 
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Determinazione della minima concentrazione inibente
(MIC)

P

/39 150 -
@ o
08 : )
3 g%@é’k‘.ﬁ-mf
. O Lettura UV-vis > 100 -
Striscio di S. dell’inibizione i
Mutans della crescita -ﬁ
=
Pre-inoculo in Incubazione con - 50 —
BHI manool (0.75- 12
pg/mL) » Alla concentrazione di
solo il 40% delle
p cellule sopravvive.
« 6 pg/mL é stata stimata 0=

come MIC, 4o




. Valutazione della crescita di S. mutans in assenza e
in presenza di manool

14
1,2
1
-
5“’3 o— CTRL » Curve di crescita in presenza di
0 m— Manoo! 1.5 wg/m concsptr§2|ﬁn|tcrescen:c[| di r;\.a;ogllcn
0.6 )
< Manoo! 3 g/t aerobiosi, alla temperatura di
04 —&— Manool 6 ug/mlL
02
0
0 100 200 300 400 500

time (min)




Drug Affinity Responsive Target Stability Assay
(DARTYS)

Approccio proteomico indiretto che consente di identificare il target(s)
proteico di piccole molecole bioattive.

+ + \Rrotealysis’
L - \*  \ECompeond

g o
$ ‘ Protealysis . L2 \\\

. o,
4 o5
E < + Compound

%

] .‘ l:
Cell lysate g ps -
A " J'ﬂ-.'-'.ﬁ:f
+ Vehical -

L’output finale sara la presenza della/e proteina/e ta
p digerita nei soli campioni trattati con il compostg
dell’avvenuta interazione con




Drug Affinity Responsive Target Stability su estratto
proteico (pe-DARTS)

ﬁU

U - Estratto
proteico
Sonicazione L’incubazione dei lisati batterici con manod
Inoculo e la successiva digestione con subtili
in BHI ' seguita dalla separazione mediante
Striscio di eseguire l'analisi LC-MS, le bande d

> mutans digerite utilizzando  ditiotrei

iodoacetamide (lAA). La digesti
stata effettuata con tripsing
proteine e  stata

software Proteome Disco



https://unisalerno-my.sharepoint.com/personal/gdonadio_unisa_it/Documents/Allegati/DOC-20240325-WA0061..docx?web=1

Drug Affinity Responsive Target Stability su cellu
batteriche (bc-DARTS)

Incubazione con

Centrifugazione manool a concentrazioni
3000 rpm x 15’

sub-MIC (1.5, 3 pg/mL

Risospensione del

;rstsgri)tsaig ibséuta' da pellet in mezzo
0.05 OD/ml a 0.5 ngILlll(r)T;?OM9 +0.4%
OD/mL e 1 OD/mL l

Vitalita cellulare




' Famiglie proteiche identificate dagli
esperimenti DARTS

Superfamiglia ABC (ATP Famiglia PTS Famiglia ATP- sintasi
binding-cassette) (phosphotransferase
system)

K.



Mrtabolic pathway ind

Proteomica S.mutans

Aspartate family amino acid metabolic process, and valine, leucine and isoleucin -
NAD -
NADP -
Ligase- I
Glycolysis / Gluconeogenesis, and Pentose phosphate pathway -
Nucleoside monophosphate metabolic process -
Nucleoside monophosphate metabolic process, and one-carbon metabolism -
Oxidoreductase -
Protein biosynthesis -
Microbial metabolism in diverse environments, and Valine, leucine and isoleucine - F

Amino-acid biosynthesis -
Reg. of anatomical structure morphogenesis, and cytokinesis - -log10(FDR)
Carbon metabolism, and Oxidoreductase - 5
Mixed, incl. reg. of anatomical structure morphogenesis, and cytokinesis -
Lyase - 10
Nucleotide-binding - NG 15
Microbial metabolism in diverse environments, and Oxidoreduciase -
ATP-binding - I 20
Biosynthesis of amino acids, and Oxidoreductase - 25

Metabolic pathways, and oxidoreductase activity - Fs
Cytoplasm - I
Magnesium -
AAA+ ATPase domain -
Metal-binding - =
Carbohydrate transport, and galactose metabolism -
Cytosol- =
Transferase - I
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolase -
Carbohydrate transport, and carbohydrate metabolic process -
Hydrolase -

00 05 10 15

Fold Enrichment

ividuati

Proteomica post-trattamento

Nucleotide biosynthesis -
Carbamoyl-phosphate synthase L chain, ATP binding domain -
tRNA aminoacylation -
Pyrimidine biosynthesis -
Aminoacyl-tRNA synthetase - _

Peptidoglycan synthesis -

Manganese -
d -log10(FDR)
Ligase- [N .
Pyridoxal phosphate -
Nucleoside monophosphate metabolic process -

4
Protein biosynthesis -
Reg. of anatomical structure morphogenesis, and cytokinesis -
Mixed, incl. reg. of anatomical structure morphogenesis, and cytokinesis -
Cytoplasm - _
atp-binding - | NN
Nucleotide-binding - -
Cytosol - _
Metabolic pathways, and oxidoreductase activity -
Metal-binding -

0 1 2 3 4
Fold Enrichment



Determinazione dell’attivita del manool in combinazione c

kanamicina
150 - 150 -
¥ A * % ®
I E
Z 1004 > 100~
- - . . T .
i i Indice della concentrazione inibitoria
5 5 frazionata (FICI). | dati sono stati elaborati
R g0~ £ gp- secondo i criteri descritti da Lewis: azione
sinergica quando FICI e < 0,5, azione additiva
. quando 0,5 < FICI < 1, azione indifferente
quando FICl varia da 1 a 4 e azione antagonista
0= 0= quando FICI > 4.

Kanamicina

Manool

Minima concentrazione inibente (MIC) di kanamicina (K) su S. mutans da sola (A) e in
associazione con manool (M) 3 pg/mL (B).




24 pg/Ml Inibizione formazione del Biofilm

12 pg/mL

6 ug/mL

3 pg/mL

1.5 yg/mL

Saccarosio 2%




Il team al completo

UNIVERSITA
DEGLI STUDI
5 DI SALERNO
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